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図6　a）脳卒中易発症高血圧自然発症ラット（SHRSP）の写真　b）SHRSP
とSHRSRの血圧（Blood　Pressure）
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図7　a）脳卒中により死亡したSHRSP。　b）SHRSPにおける
脳出血（左）と脳軟化（右）
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本態性高血圧モデルラット（SHRSP）
SHRSPと正常血圧ラットWKYを交配して
F2世代を作成する。
染色体マッピング（10～20cM）
ゲノムスキャン（連鎖解析）
F2世代を対象に全染色体上の遺伝マー
　カーを用いて原因遺伝子が存在する染色
体領域（10～20cM）を決定する。
コンジェニック系統（1～2cM）
コンジェニック系統を作成し原因遺伝子が
存在すると推測される領域を狭めていく。
候補遺伝子の単離
YAC、　BACなどを利用し候補領域の物理
地図を作成し、その領域に存在する原因
遺伝子候補となる遺伝子を単離する。
原因遺伝子の同定
図8　SHRSPを利用した本態性高血圧遺伝子同定への戦略
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図9　連鎖解析の原理
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　　　　　　第2章
本態性高血圧遺伝子の解明に向けて
2．1本態性高血圧遺伝子の染色体マッピング
【目的】
　　1983年Huntington舞踏症の原因遺伝子がヒト第4染色体上に同定され
て以来［2］、ポジショナルクローニング法を用いて数々の遺伝性疾患の原因遺伝
子が同定されている。この手法が多因子性疾患の解析にも用いられ、これまで
我々をはじめ世界中の多くの研究者がSHRやSHRSPのような高血圧モデル
動物を用いた遺伝解析により高血圧遺伝子の検索を行ってきた［19－30］。1991
年、Hilbertら［22］とJacobら［23］は同時に、　SHRSPと正常血圧対照ラット
であるWKYを交配して得たF2ラットを用いて連鎖解同を行い、第10染色
体上のアン点心テンシン変換酵素（ACE）遺伝子、成長ホルモン（GH）遺伝
子を含む領域に有意な連鎖を報告している。この結果はあくまでこれら遺伝子
の近傍に原因遺伝子が存在することを示すものであって、これら遺伝子が即、
高血圧遺伝子であるとは言えないことに注意が必要である。我々の研究グルー
プもSHRSPとWKYを交配して得たF2ラットを対象として、遺伝マーカー
とその血圧値の連鎖解析を行った［24］。その結果、第1染色体上のLeukosianin
（LSN）遺伝子座位、　Myosin　Hght　chain　2（MYL2）遺伝子座位において雌雄
共に基礎的高血圧と強い連鎖が認められた。
　　しかしながらSH：RSPにおける高血圧には複数の遺伝子が関与しており、
第1、10染色体上の高血圧遺伝子以外にもいくつかの高血圧遺伝子が存在す
ると考えられる。これまで行われてきたモデル動物を用いた高血圧遺伝子の遺
伝解析は、血圧の一部を説明する一つあるいは二つの高血圧主要遺伝子の検索
を中心に行われてきたものがほとんどであった。よって本研究ではSH：RSPに
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おける高血圧発症に関与する複数の高血圧遺伝子を検索するために、F2世代
125匹を対象として、ラット全染色体を網羅する遺伝マーカー（201マーカー）
と血圧値との連鎖解析を行った（ゲノムスキャン）。
【実験材料と方法】
実験動物
　　我々が自家繁殖しているSHRSP／lzrnとWKY／lzrnとを交配してF1世
代を作製し、そのF1世代をランダムに交配してF2世代（雄：125匹）を作製
した。F2ラットは標準飼育条件（温度：23－28℃、湿度：60％、日照時間：AM　6：00
－PM6：00）下において飼育した。　F2ラットの飼育実験スキーマを図10に示
す。離乳期から生後5ヶ月齢までは標準飼料（SP飼料：船橋農場）と水道水
を自由摂取させた（食塩負荷前のこの期間を第1段階とした）。その後、食塩
負荷による血圧への影響を評価するために、7ヶ月間（生後1年齢まで）1％食
塩水を飲料水として与えた（食塩負荷後のこの期間を第2段階とした）。
血圧測定
　　F2ラットの血圧は生後5，8，10，13，20週齢（第1段階）と6，7，8，12ヶ
月齢（第2段階）に間接法（photo　electric　osciUornetric　tai1－cuff　rnethod：
UR1000、　UEDA）［31］により尻尾から測定した（図9）。すべての血圧（収縮
期血圧：SBP）は午前中（AM6：00－AM　12：00）に3回測定し、その平均を血
圧値として用いた。
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F2世代のゲノムDNA抽出［32］
　　F2ラットは生後1年齢にネンブタール麻酔下で屠殺し、肝臓を摘出した。
肝臓切片をTNM（20mM　Tris－HCI　pH＝7．5，0．1M　NaCl，1．5mM　MgC12）緩衝
液中でホモジナイズし、遠心処理（3000r．pm．，10min）後、上清を捨てもう
一度TNM緩衝液で洗浄、遠心処理を行った。沈殿をTNE（！0rnM　Tris－HCl
pH＝7．5，0．1M　NaC1，1mM　EDTA）緩衝液に懸濁し、10％ドデシル硫酸ナトリ
ウム（SDS）溶液（最終濃度0．3％）と10mg／m1プロテアーゼK（Nacalai　Tesque，
Inc．，　JAPAN）を1／100容加え、55℃で一晩インキュベートした。室温にもど
した後、フェノールークロロホルム法でゲノムDNAを抽出した。抽出したDNA
はTE（10rnM　Tris－HCI　pH＝7．5，1rnM　EDTA）緩衝液に溶解した後、10ng／
μ1になるように蒸留水で調整してPCR反応用テンプレートとして使用した。
遺伝マーカー
　　連鎖解析に用いる遺伝マーカーには、親系統であるSHRSP／lzmと
WKY／lzmとの間に遺伝的多型（電気泳動などにより識別できるDNA塩基配
列の違い）が存在しなければならない。従ってまず、ラット全染色体上に存在
する676個の遺伝マーカー（マイクロサテライトマーカー）において
SH：RSP／IzrnとWKY／lzmの遺伝型を調べた（この段階を多型検索という）。
それらマイクロサテライトマーカーのうち約400個はResarch　Genetics社よ
り購入し、残りの約300個は以前報告されたDNA塩基配列に基づいて自動
DNA合成装置により合成した［33－36］。調べられた676のマイクロサテライト
マーカーのうち237個においてSHRSP／lzrnとWKY／lzmとの間に遺伝的多
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型が存在した（約35％）。
F2世代の遺伝子型決定
　　SHRSP／lzmとWKY／lzmとの間に遺伝的多型を示したマイクロサテライ
トマーカーのうち201個を用いて、F2世代の遺伝子型を決定した。遺伝子型
決定には、F2世代のゲノムDNAをテンプレートとしマイクロサテライトマー
カーをプライマーとしてPCR反応を行い、そのPCR産物を電気泳動する事に
よって行った。
　　PCR反応は以下の条件により行い、マイクロサテライト領域を増幅した。
PCR反応液：
　　ゲノムDNA　　　　　　　：50ng
　　両方向プライマー　　　　　：各最終濃度0。5μM
　　dNTPs　　　　　　　　　：各最終濃度125μM
　　MgC12　　　　　　　　　　：最終濃度1．5mM
　　PCR　Buffer
　　Taq　DNA　polymerase　　　　：0．5　unit
　　（Perkin　Elrner　Co．，　USA）
　　滅菌蒸留水にて全量を15μ1とした。
96wel－plate（HYBAID，　USA）にPCR反応液15μ1を入れ、ミネラルオイル
（Nacalai　Tesque，　Inc．，JAPAN）を重層させ、以下の条件で反応させた。
PCR条件：
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　　94℃　　　　3min　　　　　1回
　　94℃　　　　　　1rnin　r
　　55－65。C　　　　　　　2　rnin　　i　35回
忌　72℃　　　　　　　　1．5rnin」
　　72℃　　　　　　5rnin　　　　　　　　1　回
　　PCR反応後、　PCR産物を7。5％または9％アクリルアミドゲル（Nacalai
Tesque，　Inc．，　JAPAN）で電気泳動し、エチジウムブロマイドで染色した後UV
撮影装置（TOYOBO，　JAPAN）によって遺伝子型を決定した。アクリルアミド
ゲル電気泳動で判別不可能な遺伝マーカーについては、自動シークエンサー
（ABI　377　DNA　Sequencer：Applied　Biosystem．s，　USA）を用いて識別した。
第1染色島上のK80PA18とN3．2U　181座位における遺伝子型決定はRAMP
（randarnly　arnplified　microsatelHte　polymorphisrn）法［37，38］により行っ
た。
コンピュータによる遺伝解析
　　全染色体状の201個の遺伝マーカーにおけるF2世代の遺伝型をもとに、
ラット全染色体の遺伝地図を作製した（図10）。Dr．　Eric　Lander（Whitehead
Institute，　USA）より供与を受けたMAPMAKER／EXP　3．O　prOgram［39］を
用いて、各マーカー間の距離を計算した。
　　F2世代において測定した収縮期血圧値を、201個の遺伝マーカーによって
決定された遺伝型によってSH：RSPホモ型、　WKYホモ型、ヘテロ型の3群に
分けて一元配置分散分析（one－way　ANOVA）を行った。
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　　intelval　rnapping解析にはMAPMAKER／QTL　programを用いた。
ANOVAの結果は、染色体上の各遺伝マーカーにおける血圧との関係を示して
いるのに対し、inter▽al　mapping解析は隣接する2つのマーカー間において
高血圧遺伝子がどの程度血圧に関与するかを最大値で計算し、高血圧遺伝子の
位置を決定することが可能である。従って、interval　rnapping解析は各マー
カーがカバーしている染色体上の全ての領域を検討することができる。interval
mapping解析では、高血圧遺伝子がその血圧にどの程度関与するかを評価す
る基準としてLod　scoreを用いている。　Lod　scoreとは、マーカーと原因遺
伝子の関係において、2つが関連しているとした場合の確率と、全く無関係で
あるとした場合の確率を比較し、その比較した値を10910で計算したものであ
る。すなわち、Lod　scOreニ3．0とすると、マーカーと原因遺伝子が無関係で
あると仮定した場合よりも1000倍の確率で、マーカーと原因遺伝子が関連し
ていることを意味している。
　　F2の収縮期血圧に対する高血圧遺伝子の寄与率（R2）は、　JMP　prOgrarn
（SAS　Inc．，　Cary，　USA）を用いてhnear　regression　analysis（回帰分析）に
より計算した。
【結果】
遺伝地図
　　ラット全染色直上の676個の遺伝マーカーにおいてSHRSPとWKYの
ゲノム中に散在するマイクロサテライト領域における多型検索の結果、35％
程度（237個／676個）のマイクロサテライト領域がSH：RSPとWKYの間で
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多型性を示した。これら多型性を示したうちの201個の遺伝マーカーによって
作成されたラット全染色体の遺伝地図を図11に示した。各染色体におけるマ
ーカー数と各染色体の長さを表3にまとめた。ラット全染色体（第！～20常
染色体、X性染色体）を201個の遺伝マーカーによって全て網羅することがで
きた。また、各染色体においては少なくとも3つ以上のマーカーが存在した。
2つのマーカー間における距離は、最も離れているところで37．9cM（センチ
モルガン）、平均すると9．4cMであった。これら遺伝マーカーの存在する領域
は全部でラット染色体上1891cMにわたり、これはラット染色体のおよそ86％
をカバーしていることになる。
高血圧遺伝子の検索
　　表4にF2世代の各週齢で測定された収縮期血圧において、　SHRSPホモ
型、WKYホモ型、ヘテロ型の3群の間に、　ANOVAによって有意水準がp
＜0．01の基準をみたすマーカーをあげた。p値及びLod　scoreの有意水準を
どこに設定するかは現在世界中で議論されており、結論は未だでていない［14－
16，40］。本研究のp＜0．01の有意水準は、一般的に言われている基準より低く
設定してある。これは本研究の目的が高血圧発症に関与する複数の遺伝子を検
索することであり、この段階で真に血圧に関与している遺伝子が検出されない
事がないようにする為である。この段階で収縮期血圧に連鎖したマーカーは、
第1、3、4、9、10、13，15染色体上の17個のマーカーであった。
　　次に、ANOVAにより連鎖が認められた染色体上の遺伝マーカーと各週齢
における収縮期血圧とのinterval　rnapping解析の結果を図12に示した。
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LanderとKruglyakは、モデル動物のF2を用いたQTL（Quantitative　trait
locus：量的形質遺伝子座位）解析においてLod　score　2．8以上を有意水準に
提言している［40コ。今回、この有意水準をみたす領域は第1染色体（図12a）
上DIMit2座位近傍（LOD　score　5．6）、第3染色体（図12b）上D3Mgh16座
位近傍（LOD　score　3．1）、第4染色体（図12c）上TRY1遺伝子座位近傍（LOD
score　3．2）、第10染色体（図12d）上RR1023座位近傍（LOD　scOre　4．6）
の4カ所であった。それぞれ100：1の信頼区間をしるした。これら4カ所の
領域にそれぞれ高血圧遺伝子が存在すると推測される。
【考察】
　　本研究では本態性高血圧症の遺伝素因を解明するために、遺伝的モデルラ
ットSHRSPを用いてその高血圧遺伝子の遺伝解析を行った。その結果、　Lander
とKruglyakが提言しているLod　score　2．8以上［40］の有意水準をみたす領域
が第1、3、4、10染色体上の4カ所に認められた。
　　第1染色体については、我々以外にも二つの研究グループ［41，42コが
SHRSPとは別の高血圧モデルラットを用いて遺伝解析を行い、いずれも今回
我々が明らかにした領域とほぼ同じ領域が血圧と連鎖することを報告している。
Guら［41］は、食塩負荷によってはじめて高血圧を発症するDahl食塩感受性
ラットを用いて、Brownら〔42］は高血圧と共に慢性の腎障害をきたすFHH
（fawn－hooded　hypertensive）ラットを用いて行っている。それぞれ異なっ
た形質（病態）を示す遺伝的モデルラットにおいて、ほぼ同じ領域に高血圧遺
伝子が存在することは興味深い。これら領域によって引き起こされる高血圧が
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同じ遺伝子によるものかどうかはわからないが、第1染色体上のDIMit2座位
近傍の領域が、高血圧モデルラットの高血圧発症に関して非常に重要な領域で
あるといえる。また、この領域には高血圧候補遺伝子としてSA遺伝子が存在
することが報告されている［43－46］。SA遺伝子はもともとSHRの腎臓におい
てWKYよりも10倍程度発現量が多い遺伝子として発見された［47］。　SA遺
伝子の生理的機能は未だ不明だが、SAが線内では唯一近位尿細管だけで発現
している点など、生体内で非常に重要な働きをしていると考えられている
［48，49］。しかしIshinagaら［50］は、我々が自家繁殖しているWKY／lzrnに
おいてSA遺伝子の腎での発現量がSHR／IZInと同じであることを報告してい
る。すなわちこれは以前に報告された研究に用いられたWKYとWKY／lzmに
おける遺伝的背景の違い［51］によるものであるといえる。SA遺伝子が高血圧
遺伝子かどうかはまだ定かではないが、今後この領域における詳細な解析によ
って明らかにされるであろう。
　　Katsuyaら［52］はSHRとWKYのF2を用いた遺伝：解析を行い、第4染
色体上のTRY1遺伝子座位より14　cM下流に存在するNPY（Neuropeptide
Y）遺伝子座位が高血圧と連鎖することを報告している。NPY遺伝子は膵臓ポ
リペプチドの一種で、食欲の調節や血管の収縮に関与していると言われている
［53，54］。残念ながら、NPY遺伝子座位のマーカーにおいてSHRSPとWKYの
間に多型性がなかった為に、この座位における遺伝解析はできなかったが、こ
の領域近傍にSHR、　SHRSPの両系統において高血圧遺伝子が存在することが
明らかになった。NPY遺伝子は高血圧候補遺伝子として今後の検討が期待さ
れる。
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　　Clarkら［29］は、本研究において連鎖が認められたD3Mgh16座位近傍の
領域が、同様にSH：RSP／GlasgowとWKY／GlasgowのF2においても高血圧
と連鎖することを報告している。この領域において高血圧遺伝子が存在するこ
とは明らかであろうが、彼らは雄のF2ラットにおいてのみ、この領域と血圧
との連鎖が認められるという雌雄差のデータを示しており、我々の結果と一致
しない結果でもある。追試も含めて、この領域におけるさらなる解析が期待さ
れる。
　　ラット第10染色体上で血圧と連鎖が見られた領域には、Hilbertら、Jacob
らをはじめ、複数の連鎖解析で連鎖が認められている［22－25］。この領域には
昇圧物質の一つであるアンギオテンシンHを産生する酵素であるACE遺伝子、
ノルエピネフリンからエピネフリンを合成する酵素であるPNMT
（Phenylethanolamine　N－methyltransferase）遺伝子が存在する［55］。これら
遺伝子もヒト及びモデル動物における高血圧との関連が注目されている［56－
58］。
2．2QTL（量的形質遺伝子座位）の当時的推移について
　　上述2．1高血圧遺伝子の染色体マッピングの研究でさらに注目すべきは、
第1、3、4染色体上のQTLs（高血圧遺伝子）は食塩負荷前の動因（第1段
階）の血圧値と連鎖が認められたのに対し、10染色体上のQTLは食塩負荷後
の12ヶ月齢（第2段階）の血圧値と強い連鎖を示したことである。近年、Schork
らはコンピューターシュミレ「ション研究を行うことによって、血圧のような
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量的形質（表現型）が複数の異なる時期に働く遺伝子によって説明されること
を示している［59］。すなわちQTLsの働きが年齢により変わっていくのではな
いかという仮説をシュミレーション研究を用いることで提示している。本研究
はその仮説と一致するものであり、Schorkらが示しているシュミレーション
研究をモデル動物を用いて実験的に証明したものでもある。
　　QTLsの継時的推移をもう少しわかりやすく示すために、各週齢（年齢）
において四つの染色体（第1、3、4、10染色体）上のQTLsが血圧に与え
る影響の大きさ（LOD　score）を図13のグラフに示した。図に示されるよう
にそれぞれのQTLsのLOD　scOreの大きさが週齢（年齢）によって大きく変
動することがわかる。この中で、もっとも血圧に対して強い影響を示したのは
第1染色体のQTLで、生後10週齢時にLOD　score　5．6であり、　R2値は21％
であった（すなわちF2における血圧の分散の21％を第1染色体のQTLで説
明できる）。また前述したように、他のグループからも第1染色体上に高血圧
遺伝子が存在する連鎖解析の結果が報告されている［41－46］。本研究における
結果とあわせて考えれば、おそらく第1染色誌上に主要な高血圧遺伝子が存在
すると推察される。
　　第1染色体のQTLは、ほぼ生涯を通じて血圧に対する影響が認められた
のに対して、第3、4染色体上のQTLsは生後8－10週小時にしか有意な影響
を示さなかった（図13）。F2世代においては生後5週齢から血圧が上昇し始め、
生後20週齢でほぼ血圧上昇が認められなくなる。第1、3、4染色体上QTLs
の血圧に対して強く影響が認められる生後8－12週齢は、ちょうどF2世代に
おける血圧上昇時期と一致する。すなわちこの時期にみられる血圧上昇はこれ
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ら3つのQTLsの働きによるものであることが推測される。また、これら3っ
のQTLsによってF2におけるこの時期の血圧分散の約30％を説明できた（R2
値30％）。これはF2における遺伝素因に起因する分散が40～60％と推定さ
れていることを考えると、そのうちの5割から8割近くをこの3つのQTLsで
説明できることになる。
　　第10染色体上QTLは、第1、3、4染色体上QTLsとは異なり長期の食
塩負荷によってはじめて有意な影響を示した（図12：生後12ヶ月齢時、LOD
score　4．5）。　R2値は18％であり、　F　2における血圧の分散の18％を説明でき
ることになる。1）第10染色体上にQTLの存在が推測された領域（100：1信
頼区間）は、他のグループの連鎖解析［22－25］およびコンジェニックラットを
使った研究［60］からも食塩負荷後の血圧上昇にかかわる遺伝子の存在が示唆さ
れている点、2）SHRSPの血圧上昇は若い時期から認められ、5ヶ月齢時以
降にはほとんど血圧上昇が認められない点［61］、から考えると第10染色体上
のQTLは食塩負荷による血圧上昇にかかわる遺伝子、すなわち食塩感受性高
血圧遺伝子であると推察される。
【結論】
　　1）4つの染色体、第1、3、4、10染色体上領域に高血圧遺伝子（QTLs）
の存在が示唆された。2）それらQTLsの血圧に対する影響は年齢や食塩負荷
のような環境因子により変動するということが、実験的に証明された。
　　今後、本研究において明らかになった領域に存在するいくつかの高血圧候
補遺伝子に関して検討していくと共に、これら領域におけるコンジェニック系
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統を作製しその領域を詳細に調べることによって、S｝IRSPにおける高血圧遺
伝子が解明されると期待する。
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